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　　　　　　　　　緒　　　言
　味噌の熟成過程において味噌らしい香気付与あるい
は矯正に耐塩性酵母の存在が不可欠である112）。その耐
塩性酵母による味噌香気付与のメカニズム解明にあた
り，合成培地を使用して，味噌酵母により生成される
香気成分についての検討も必要と考えられるが，いま
だ系統的な研究はみあたらない。
　本報においては｛味噌香気成分として，その重要性
が指摘されている揮発性カルボニル化合物3－〒）の味噌
酵母（Saccharomツces　rouxii　Y　712）による生成に
っいて検討を加えたのでその結果を報告する。
　　　　　　　実験材料および方法
1．供試菌株
新潟県食品研究所で赤色辛口味噌より分離された
Saccha　ra｝myces　rouxii　Y　712を使用した。なお、
The　yeasts　rg　3版（　1984）s）ではSaccharomyces
roecxiiはZygosaccharemyces　reuxii　IC編入された。
2．培地および培養方法
　保存培地および前培養培地は前報9｝に準じた。本培
養培地は揮発性カルボニル化合物の生成に及ぼす窒素
源と食塩の影響も調べるため6種類の培地を使用し，
それらを表1に示した。すなわち，窒素源は窒素量と
Table　1．　Composition　of　media・
1 2 3 4 5 6
Medium　abbreviations
Nitrogen　sources
NaC工（％）
　AA－O　　AA－10
Amino　acids皿ixture＊
　　0　　　　　10
G－O　　　G－10
Gl tamic　acid
　O　　　　．10
A－O　　　A－10
　（NH4）2　CO　3
　0　　　　　10
Ingredients　per　l　liter。f　a皿edi㎜．
Glucose
Nitrogen　sOurce　as　N
KH　2　PO4
CaC12・2H20
MgSO4・7H，O
FeSO4・7H20
MnSO　4。7H20
ZnSO　4　・7H20
109
　19
　29
0，19
0．59
10　mg
10　mg
10　mg
Biotin
Ca　pantothenate
Inositol
Nico七ina］［nide
P－aminobenz。ic　acid
Pyridoxin　HCl
Thianline　HCI
Riboflavine
NaCユ
pH　5．　O
0．OO2囎
　　0．4祀9
　　2．0　mg
　　o．4　mg
　　o．2　mg
　　O．4　mg
　　O．　4而9
　　0、2囎
OQr　1009
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してO．1％とし，前報9）と伺じく大豆蛋白質のアミノ
酸組成に基づくユ8種のアミノ酸混合物の他にグルタミ
ン酸および炭酸アンモニウムの3種類を用いた。更に
これらの培地に対し，食塩含皿0％と10％のものを使
用した。前培漣および本培養の方法は前報9）に準じて
行なった。なお，本培養期間は前報9）の結果に暴づき，
30℃で炭素源であるグルコースがほぼ消費しっくされ
た期間とした。
3，生育度，pHおよび培養液成分の測定
　生育度，pHおよびグルコース量の測定は前…鯉）に
準じて行なった。アルコ　一一ル1丑は培養液を遠心分離し，
その上澄液をpH　7に調整のうえ，蒸留後，璽クロム
酸塩による酸化法によりエタノー一ルとして求めたe揮
発性酸は上澄液を10N硫酸でpH　2としたうえ，水蒸
気蒸留を行ない，その留液についてのアルカリ滴定法
で酢酸として求めたeまた，揮発性塩基態窒業は上澄
液を10％炭酸ナトリウム溶液でアルカリ性に調整し，
通気蒸留法により分離した後，アルカリによる逆滴定
法で測定した。
4．揮発性カルボニル化合物・2，4一ジニトロフェニ
　　ルヒドラジン誘導体（以下2，4－DNP）の調製
　　および定量
　既報10｝の窒素ガス減圧通気法により揮発性カルボニ
ル化合物を2，4－DNPとして捕集した。すなわち，
培餐液を東洋炉紙血101を用い炉過後，食塩0％の炉
液については食塩を重0％添加し，減圧度geJIOmaHg，温
度30℃～33℃の条件で窒素ガスを8時間炉液中に通気
した。減圧逓気して得られる揮発性カルポニル化合物
をG．2％2，4一ジaトロフェニルヒドラジン2N塩酸
溶液中に導き，生成する2，4－DNPをガラスフィル
ターで炉別し，2N塩酸および純水で洗浄し乾燥後，
生成鋤を測定し，アセトアルデヒドとしτ表示した。
なお，標準化合物の2，4－DNPは市販カルボニル化
合物から硫酸試SSSi）を用いて調製した。調製した誘導
体は常法通り，再結晶および葱層クロマトグラフィー
により精製した。
5．　2，4－DNPの薄眉クロマトグラフィー
　　　似下TLC）
　TLCの漸酬誰10℃，2時間加熱したシi，カゲル
（Wakogel　B－5，湘光純薬，厚さ0．25㎜）を用い，
展開剤は，〔1）ベンゼン，クロロホノレム（3：玉），②
酢酸エチル，n一ヘキサン（1：9），（3）ベンゼン，（4）
四塩化炭素，n一ヘキサンt酢酸エチル（1e’：2：ユ），
15汐ロロホルム，石油工一テル（3：ユ），（6）酢酸エ
チル，n一ヘキサン（2：3），（7）ベンゼン（エタノー
ルァミン飽和）－8％メタノールを用いた。薄層への
スポットは2、4－DNPクロロホルム溶液をガスクロ
マト南マイクロシリンジで一定皿ずっ行なった。
6．2，4－DNPの紫外部・可視部吸収スペクトル似
　　下UV）および赤外線吸収スペクトル（以下IR）
　　の測定と2，4－DNP組成比の算出
　TLG上の2，4－DNPを薄層より分離し，クロロホ
ルムで抽出したものにっいて，中性溶液およびアルカ
リ溶液での吸収スペクトル（300　・一　600　rm）をJones
等12）の方法に従って自記分光光度計（晶津UV－200）
により求めた。
　2，4－DNPクロロホルム溶液より溶媒を留去乾燥
したものにっいて，KBrデスク法によりIRを41000～
650㎝一1の範囲で，赤外線分光光度計（島津工R400）
で求め，標準化合物もTLCで分離し同一方法で抽出
した後IRを求め両者を比較した。
　TLCで分離された揮発性カルボニル化合物の組成比
をUVの極大吸収波長（λmax）の吸光度比で算出
した。
了．　2，4・一　DNPのガスクロマトグラフィー
　　　似下GLC）
　2，4－DNPのクロロホルム溶液を用いて，10％
Silicone　SFL　96　（Shimalite　60～801皿esh）　を充
填剤とする直接分析法ユ3）によって行なった。GLC装
置は島津GC－4APTFを使用した。
　　　　　　　実験結果および考察
1．培養液中の成分量の比較
　炭素源のグIVコ　・一スを消費しっくした時期での培養
液成分を表2に示した。培養期聞は10－－15日間で，そ
の際のグルコース消費率はすべて98％台であり，窒素
源および食塩の影響はあまり認められなかった。生育
度は食塩が存在しない方がやや高い傾向にあった。初
発時のpHに比べ，窒素源が18種アミノ酸混合物およ
びグルタミン酸ではわずかなpHの低下が認め弓れた
にすぎなかったが，炭酸アンモ＝ウムでは約2のpH
低下が認められた。これは炭酸アンモニウムの炭酸イ
オンの影響と考えられ，逆にアンモニウムイオンの影
響が揮発性塩基態窒素量の高い値になったと考えた。
揮発性カルボニル化合物，アルコールおよび揮発性酸
の生成量はユ8種アミノ酸混合物，グルタミン酸，炭酸
アンニウムの順に多い傾向にあった。揮発性カルボニ
ル化合物の生滅に対する食塩の影響はユ8種アミノ酸混
合物を窒素源にした場合，食塩工O％の方が0％に比べ＿
1・　5倍量とわずかながら認轡れたが・他の窒素源に一
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丁ablO　2．　Analytical　results　of　fermented　broth．
Medium AA－OAA一ユ0 1G」0 G－10 ．A－0 A－10
PeriodI　6f　ferm壱ntation（day）
GI廿c。se’b。ns㎜pti。n（％）
ODli（660蒐肌1．10㎜）
pH
AIcohol5　a8　ethanol（剤g／dの
￥1°艦1＆量離yl。灘゜unds
訟゜盟呈。器匙nl瑞備
Volati1∈｝ba島i6　nitrogen　（血9／dの’
10－
98．5
　0．34
　4．80
393
1、49・
1．80
o．04
ユ2
98．7
　0．ユ8
　4．79
361
223
4．93
±
15
98．3
　0．21
　485
370
O．74
±
O，02
??
，98．7
　0．ユ4
　4．80
344
0．72
2．58
±
10
，98，4
　0，28
　2．86
36ユ
O．38，
±
4．97・
12
98ユ
　0．19
　2．65
337，　、
O、45
2．25
6ユ8
っいては認められなかった。アルコールの生成量に対
しては食塩・O％の方が1G％のものよりわずかに多い傾，
向にあり，・逆に揮発性酸に対しては食塩10％の方がO
％のも．のに比N・2、2～2．7倍の生成量が認められた。
2．　2，　4rDNPのTLC
各培養液から調製され＃2・4－DNPを薄層に・ツド
状にスポットし，ベンゼン，』 Nロロホルム（3：1）
を展開剤として行なったTLCの結果を図1に示した。
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各畷灘姻して認められたバン5’・Na（Rf値の高い
方から番弓を付詑）ea　lr2，4，6，8の5バンドで｝
その他1躍アミノ酸混台物からは・如隔3，グルタ
ミン酸および炭酸アンモニウムからはパン1‘　Na　5，　’7の
計8個のス潔ットが検出された。バンドNb　1，2，3，
4とIMVRf値と色認を示す標準化合物が数種づっ存在
するので，各バンドを薄層よりけずりとリクロロホル
ムで抽出したものにっいて更にTL，Cで検紺を加えその
結果を鴎2，3，4，5に示した。18種アミノ酸混合物の
バンドNa　1はベンズアルデヒドと推定したが，グルタ
ミン酸および炭酸アンモニウムのバソ“E・・Na・1のR殖は
ベンズアルデヒドのそれより幾分高く，ベンズアルデ
ヒFと異なるものと推定した。バンド漁2はいずれも
アセトアルデヒドと推定した。18種アミノ酸混合物の
バンドぬ3は2，3一ヘキサンジオシの位置にRf値が
あわ，色調も2、3一ジオン類を示す雛黄色であった。
バンドぬ4はいずれもジアセチルと推定したeバンド
Na・6は2，4一膿躍鱗の試薬2沼一ジニ樽フ
＝ニルヒドラジンより由来するス；i｛ットとして推定し，
UV，　GLCでも確認した。他のバンドについての化合
物は推定できなかった春
3．　2．4－D糧PのUV，　6しC，誓R
　TLCで推定した揮発性カルボニル化合物にっい『くの
UVの結果を表3に，無的に多く，TLCによる分離が
容易なアセトアルデヒドのGLCの結果を図6に，ア
セトアルデヒド，ジアセチルの証Rの結果を図7に示レ
た。2，3一ヘキサンジオンを除き，いずれも標準化合
物に一一＋致した。
4．まとめと考察　　　　　　　　　　　　　　1　、．1
　以上’TLC　，　UV，　GLC，　IRの結果をまとめ表4に
承した。使灘した合成培地の窒素源の種類および食塩
存在の有無にかかわりなく，Sa’ccharomSces　reux’ii，
Y7重2により生成された揮発性カルボニル化合物の96
％以上を占めたのがアセトァルデヒドであった。2い
で1％弱のジアセチルの生成を認めf。両化合物は既
報7｝で昧噌の揮発控カルボニル化合物として報告し，
特にアセトアルデヒドは量的にも多く，また，味噌熟
成過程の初期での増加が著しいことから、その生因と
してアミノ酸のStreeker分解よりは主に発酵によるも
のと推察していた。本実験の結果はこの推察を支持し
ているように考えられる。また，ジアマチルも味噌の
2，3一ジオン類の中では量的IC多く，熟成中期蔚半IC
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増加することを認めている。これらの他に18種アミノ
酸混合物の培地からベンズアルデヒドの生成を推定し
た．ベンズアルデヒドも味噌の香気成分として検出さ
れ14，］5｝，味噌に重厚味を与えていると言われる14）。ま
た，モの生因に関してもグルタミン酸，および炭酸ア
ンモニウムの培養液中に検出されなかったことから，
18種アミノ酸混合物中のフェニルアラニンよりの由来
が考えられる．なお，今原らjfi｝は供試酵母と同系統の
醤油の産膜性あるいは非産膜性酵母を用い，フェニル
アラニンからのベンズアルデヒドの生成を報告してい
る。TLCの結果より18種アミノ酸混合物からの2，3
一ヘキサンジオンの生成を推定した。この化合物も味
噌の揮発性カルポニル化合物として報告7｝したけれど
もT酵母による生成は現段階では指摘されておらず更
に検討が必要と考えられるeまた，味噌の揮発性カル
壌ニル化合物にはアセトアルデヒド以外に撮的に多い
ものとして，炭素lk　4，5の枝分かれアルデヒド等が存
在する！島，が，これらの生成は認められなかった。この
ことは他の味噌酵母についての検討も必要だが，枝分
かれアルデヒざの生因は主に味噌の褐変に伴うアミノ
酸の翫re醸εr分解によるものと推察される。
　　　　　　　　　要　　　約
　合成培地を使用して，味噌酵母であるSaccharo・
mPtces　rouxii　Y　712により生成される揮発性カルボ
ニル化合物にっいて検討した。
　合成培地は炭素源としてグルコース（1％），窒素
源は窒素量として0、1％，その種類は18種アミノ酸混
合物，グルタミン酸，炭酸アンモニウムの3種類．更
にこれらの培地に対し食塩含量がO％と10％の計6種
類の培地を使用した。
　揮発性カルボニル化合物を2，4－DNPとして分離
定量した結果，18種のアミノ酸混合物の食塩0％，10
％ではそれぞれ，7．58mg％，ユ1．34　m，g％の生成量が認
められた。また，グルタミソ酸の食塩0％，10％では
それぞれ，3．81πg彩，3．68皿g％，炭酸アンモニウムの
食塩O％，10％ではそれぞれ2．03　mg　％T　2．　31　mg％’であ
った。
　揮発性カルボニル化合物の生成に対する食塩の影響
は18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合，食file％
の方がO％に比べ，L5倍量とわずかながら認められ
るが，他の窒素源については認められなかった。
　2，4－DNPをTLC，　UV，　GLC，　IR等の方法に
より，その構成揮発性カルボニル化合物の種類および
割合にっいて検討したところ，いずれの培地において
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も全揮発性カルポニル化合物の大部分（95．68～97．32
％）を占めたのがアセトアルデヒドで，っいで1％弱
のジアセチルであった。また，18種アミノ酸混合物を
窒素源にした場合，ベンズァルデヒドを食塩0％，10
％の培地でそれぞれユ．37％，α31％認め，更にTLC
の結果，2，3・一ヘキサンジオンと推定される微量のス
ポットを認めた。
　本報告の概要は日本醗酵工学会大会（1973．11，大
阪）にて発表した。
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